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Мета. Отри ман ня  ре комбіна нтно го ци токіна EMAP II в пре па ра тив них кількос тях з ви ко рис тан ням
бак теріаль ної експресії та його ізо топ не мічен ня для досліджен ня про сто ро вої струк ту ри ме то да ми
муль ти вимірної ЯМР-спек трос копії. Ме то ди. EMAP II експре со ва но в кліти нах Еscherichia соli BL21
(DE3)pLysE на мінімаль но му се ре до вищі з мічен ням ізо то па ми 13C і 15N та очи ще но ме то дом ме тал-хе -
ла ту ю чої хро ма тог рафії на Ni-NTA-ага розі. Для пе ревірки маси і чис то ти міче них ре комбіна нтних
білків за сто со ва но ме тод мас-спек тро метрії. Одер жа но двомірні ЯМР-спектри ре комбіна нтно го ци-
токіну EMAP II у роз чині. Ре зуль та ти. Отри ма но пре па ра ти ре комбіна нтно го білка EMAP II, мічені ізо-
то па ми 13C і 15N, які про а налізо ва но ме то дом ЯМР-спек трос копії. Вис нов ки. Дис персія сиг налів ЯМР у
двомірних спек трах 1H/15N і 13C/15N-HSQC підтвер джує на явність ком пак тної три вимірної струк ту ри
білка. Ізо топ но мічені пре па ра ти EMAP II зберіга ють стабільність про тя гом 5–6 днів, що дає мож -
ливість под аль шо го виз на чен ня про сто ро вої струк ту ри білка в роз чині ме то дом ЯМР-спек трос копії.
Клю чові сло ва: ци токін, EMAP II, ізо топ не мічен ня, мас-спек тро метрія, ЯМР-спек трос копія, двомірні
спек три.
Вступ. Ци токін ЕМАР II (endothelial monocyte-ac-
tivating polypeptide II) – це муль ти функціональ ний
поліпеп тид, який має як ци токінову, так і тРНК-
зв’я зу валь ну ак тивність [1]. Його впер ше ви яв ле но
як фак тор, що підси лює про ко а гу ляційну ак тив-
ність ен до теліаль них клітин лю ди ни [2], спри чи няє 
по зи тив ний хе мо так сис мо но цитів і лей ко цитів,
апоп тоз у куль турі клітин [2, 3], а та кож ви яв ляє ви- 
ра же ну про ти пух лин ну ак тивність [3–5]. По пе ред-
ни ком ци токіна ЕМАР II є білок  р43 – ком по нент
ви со ко мо ле ку ляр но го ком плек су аміно а цил-тРНК
син те таз (АРСаз) у ви щих еу каріотів [6]. У цьо му
ком плексі р43 бере участь у білко во-білко вих взає-
модіях з р38, ArgРС і GlnРС. Ци токіну ЕМАР II при- 
та манній ви со кий ступінь го мо логії за аміно кис -
лот ною послідовністю (52,7 %) з не ка талітич ним
С-мо ду лем ти ро зил-тРНК син те та зи ви щих еу карі-
отів, який  та кож про яв ляє ЕМАР II-подібну цито-
кінову ак тивність: інду кує зрос тан ня хе мо так си су
мо но цитів та збільшує рівень експресії тка нин но го
фак то ра ен до теліаль ни ми кліти на ми лю ди ни [7].
Основ на функція ЕМАР II-подібних до менів по -
ля гає у спе цифічно му зв’я зу ванні тРНК, при чо му
цей про цес виз на чається на явністю стабільної про -
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сто ро вої струк ту ри тРНК [8]. Утво рен ня ком плек су 
тРНК і ЕМАР II суп ро вод жується взаємною кон -
фор маційної адап тацією, однак при ро да та ких кон -
фор маційних змін за ли шається прак тич но не вив че -
ною. Мож ли во, ре алізація різно манітних функцій
ЕМАР II відбу вається у різних кон фор маціях білка,
але ця гіпо те за не підтвер дже на ек спе ри мен таль но.
Ло кальні кон фор маційні зміни ЕМАР II при утво -
ренні ком плек су з тРНК ви яв ле но на ми раніше за до- 
по мо гою ме то ду флу о рес цен тної спек трос копії [9,
10]. Крис талічна струк ту ра ЕМАР II, вста нов ле на
ме то дом рен тге нос трук тур но го аналізу [11], не дає
інфор мації про кон фор маційну рух ливість білка,
яка має функціональ не зна чен ня. Останнім ча сом
ши ро ко го роз пов сюд жен ня для виз на чен ня про сто -
ро вої струк ту ри білків у роз чині та їхньої ди наміки
на був ме тод ЯМР-спек трос копії [12]. 
У даній ро боті для вив чен ня про сто ро вої струк -
ту ри ЕМАР II і йо го ди наміки в роз чині ме то да ми
ЯМР-спек трос копії про ве де но ізо топ не мічення біл- 
ка ізо то па ми 13C і 15N та от ри ма но двомірні спек три
ЯМР 1H/15N і 13C/15N- HSQC, які підтвер джу ють на -
явність ком пак тної три вимірної струк ту ри білка та
її стабільність у роз чині.
Ма теріали і ме то ди. Експресія ре комбіна нт-
них білків. Ви ко рис та но кліти ни Еscherichia со li шта -
му BL21(DE3)pLysE та век тор для бак теріаль ної екс- 
пресії рЕТ-30а («Novagen», США), який містить се -
лек тив ний ген стійкості до ан тибіот и ка ка наміци ну.
Аміно кис лот ну по слідовність білка EMAP II пред -
став ле но на рис. 1.
Мінімаль не се ре до ви ще А (на 200 мл): 20 мл 10 ´  
 ´М9 солі; 200 мг [15N]-NH4Cl; 2 мл 100  ´роз чи ну
мікро е ле ментів; 200 мкл 2 М MgSO4; 20 мкл 1 М
СаСl2; 400 мг [
1ЗС]-глю ко зи; 200 мкл 1 мг/мл біот и -
ну; 200 мкл 1 мг/мл тіаміну; 200 мкл 30 мг/мл ка -
наміци ну. Агаризоване (1,5 %) мінімаль не се ре до -
ви ще А го ту ва ли з до да ван ням 1,5 г ага ру на 100 мл
рідко го се ре до ви ща. Солі се ре до ви ща М9 (на важ ки 
на 1 л): 60 г Na2HPО4; 91 г Na2HPO4×12H2O; 30 г
КН2РО4; 5 г NaCl. Склад 100  ´роз чи ну мікро е ле -
ментів (на важ ки на 1 л): 5 г ЕДТА; 830 мг FeCl3×6
H2O; 84 мг ZnCl2; 13 мг CuCl2 ×2H2O; 13 мг CoCl2×6
H2O; 10 мг H3BO3; 1,6 мг MnCl2×6 H2O. Ви ко рис та но со-
лі і ком по нен ти бу ферів кваліфікації «ос. ч.» і «х. ч.».
Ком пе тентні кліти ни Е. со li шта му BL21(DE3)
pLysE транс фор му ва ли плазмідою pET-30a/EMAP
IIf та висіва ли на чаш ку Петрі з ага ри зо ва ним мі-
німаль ним се ре до ви щем А. Оди ноч ну ко лонію шта-
му-про ду цен та іно ку лю ва ли в 5 мл се ре до ви ща А,
яке місти ло ан тибіот ик ка наміцин (кон цен трація
30 мкг/мл) і куль ти ву ва ли за тем пе ра ту ри 37 °С
(120 об/хв упро довж ночі). Після цьо го нічну куль -
ту ру до да ва ли до 195 мл свіжо го мінімаль но го се -
ре до ви ща А, що місти ло ан тибіот ик ка наміцин та
[13С]-глю ко зу і [15N]-хло рид амонію. Біома са рос ла
за t = 37 °С в уста новці для куль ти ву ван ня клітин
ES-20 («BIOSAN», Латвія) при швид кості 250 об/
хв. Після до сяг нен ня оптич ної гус ти ни ОГ600 = 0,7–
0,8 інду ку ва ли транс крипцію ге на цільо во го білка
до да ван ням роз чи ну ізоп ропіл-b-тіога лак топіра но -
зи ду (ІПТГ), кінце ва кон цен трація яко го в клітинній
куль турі ста но ви ла 1 мМ. Інку бацію про во ди ли про -
тя гом 4 год (37 °С, 250 об/хв). Далі кліти ни осад жу -
ва ли цен три фу гу ван ням при 4500 об/хв про тя гом
30 хв на цен три фузі «К-23» і клітин ний осад за мо ро -
жу ва ли за t = –20 °С.
Для от ри ман ня клітин но го ліза ту осад роз мо-
ро жу ва ли і всі под альші маніпу ляції здійсню ва ли
за  t = 0 °С на льо довій бані. Лізис клітин про во ди ли
у 15 мл 50 мМ на трій-фос фат но го бу фе ра, який мі-
стив 500 мМ NaCl, 10 мМ ДДТ, 10 мМ іміда зол, з
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Рис. 1. Аміно кис лот на послі-
довність ре комбіна нтно го білка
ЕМАР ІІ, кло но ва на у век тор
pET30a-EMAP IIf, перші 43 а. з.
якого ко ду ють ся век то ром рЕТ- 30а
і містять, зок ре ма, His6-tag і сайт
роз щеп лен ня ен те рокіна зою
DDDDK (підкрес ле но)
до да ван ням 0,1 мМ PMSF та лізо ци му до кінце вої
кон цен трації 0,1 мг/мл. Отри ма ну го мо ген ну сус -
пензію озву чу ва ли на ультраз ву ко во му соніка торі
10 разів по 10 с та цен три фу гу ва ли при 6000 g
(12000 об/хв) 2 рази по 15 хв на мікро цен три фузі
«Sigma 1–13».
Афінна хро ма тог рафія на Ni-NTA-ага розній ко -
лонці. Су пер на тант, от ри ма ний після цен три фу гу -
ван ня (клітин ний екстракт), на но си ли на Ni-NTA-
ага роз ну ко лон ку («Qiagen», США) об’ємом 2 мл,
врівно ва же ну бу фе ром для лізи су. Ко лон ку ре тель -
но про ми ва ли 50 мМ на трій-фос фат ним бу фе ром,
pH 8, що містив 500 мМ NaCl, 10 мМ ДДТ, 20 мМ
іміда зол. Цільо вий білок от ри му ва ли після елюції
трьо ма об’єма ми бу фе ра для елюції (50 мМ нат-
рій-фос фат ний бу фер, pH 8, 300 мМ NaCl, 10 мМ
ДДТ) у лінійно му градієнті кон цен трації іміда зо лу
від 100 до 300 мМ. Фракції, які місти ли цільо вий
білок, об’єдну ва ли і діалізу ва ли про ти 50 мМ на -
трій-фос фат но го бу фе ра, рН 8,0, 250 мМ NaCl,
10 мМ ДДТ. Кон цен трацію пре па ратів білка виз на -
ча ли по спек трах УФ-по гли нан ня та ме то дом Бред -
фор да [13].  
Оста точ не кон цен тру ван ня пре па ратів здійсню-
ва ли на мікро кон цен тра то рах («Millipore», Фран-
ція) згідно з інструкцією. 
Чис то ту от ри ма них пре па ратів білка EMAP II
пе ревіря ли ме то дом елек тро фо ре зу за де на ту ру ю -
чих умов у при сут ності до де цил суль фа ту на трію в
15 %-му поліак ри ламідно му гелі за Леммлі [14] з
ви ко рис тан ням суміші мар кер них білків («Fermen-
tas», Лит ва).
Про те оліз ре комбіна нтних білків ен те рокіна -
зою. Після виділен ня ре комбіна нтних білків відщеп- 
лю ва ли по слідовність His6-tag за до по мо гою ен те -
рокіна зи («New England BioLabs», Ве ли ка Бри та-
нія). Ре акційна суміш місти ла 50 мМ на трій-фос фат-
ний бу фер, рН 8,0, 250 мM NaCl, 10 мM ДДТ, 2  мМ
CaCl2, ре комбіна нтний білок та ен те рокіна зу з роз -
ра хун ку 0,00016 мкг ен те рокіна зи на 25 мкг білка.
Про те оліз про во ди ли про тя гом 18–24 год за t = 4 °С.
Ре акційну суміш після про те олізу на но си ли на
Ni-NTA-ага роз ну ко лон ку, врівно ва же ну ре акцій-
ним бу фе ром (без іонів хло ри ду кальцію), та інку -
бу ва ли при 4 °С про тя гом 60 хв. Відщеп лені по слі-
дов ності  His6-tag за ли ша ли ся зв’я за ни ми на ко лон-
ці. Пов но ту про ве де но го про те олізу та чис то ту ре -
комбіна нтно го білка виз на ча ли за до по мо гою ПААГ 
у де на туру ю чих умо вах.
Аналіз фізи ко-хімічних влас ти вос тей. Фізи ко-хі- 
мічні влас ти вості ре комбіна нтно го ЕМАР ІІ перед-
ба че но про гра мою ProtParam (http://expasy.org/to
ols/protparam.html): мо ле ку ляр на ма са 18535 Да;
ізо е лек трич на точ ка pI = 6,36; су мар на фор му ла –
C810H1326N226O245S12; по вна кількість атомів ста но вить
2619; ко ефіцієнт мо ляр ної ек стинкції при 280 нм –
8730 М–1см–1; оптич не по гли нан ня 0,1 %-го роз чи ну 
– 0,471.
Спек тро фо то мет рич не виз на чен ня кон цен тра-
ції білка. Спек три УФ-по гли нан ня ре комбіна нтно -
го білка EMAP II вимірю ва ли за до по мо гою спек-
тро фо то мет ра BioMate-5 («Termo Scientific», Ве ли -
ка Бри танія) у квар цо вих пря мо кут них кю ве тах з
дов жи ною оптич но го шля ху 1 см.
Кон цен трацію білка виз на ча ли спек тро фо то мет- 
рич но за по гли нан ням на дов жині хвилі 280 нм (A280)
з ура ху ван ням дов жи ни оптич но го шля ху (L) і кое-
фіцієнта ек стинкції білка e280
ЕМАР ІІ = 8730 М–1см–1 [15].
Мас-спек тро метрія. Для пе ревірки ма си та чис -
то ти міче них ре комбіна нтних білків за сто со ва но
ме тод мас-спек тро метрії з іонізацією елек трос пре-
єм. Ма си вимірю ва ли на мас-спек тро метрі Q-TOF
Micromass («Waters», США).
ЯМР-спек трос копія. Всі ек спе ри мен ти ЯМР
прово ди ли за тем пе ра ту ри 20 °C на ЯМР-спек тро-
метрі Varian VNMRS 800 (ре зо нан сна час то та 1Н
800 МГц), об лад на но му трьо ма час тот ни ми ка на-
ла ми 1H, 13C, 15N та оди ни цею Z-градієнта. Спек три
ЯМР об роб ле но за до по мо гою про гра ми NMRPipe
[16] і про а налізо ва но з ви ко рис тан ням про грам но го 
за без пе чен ня Sparky [17].
Ре зуль та ти і об го во рен ня.  Здійсне но бак тері-
аль ну експресію міче них ізо то па ми 13С і 15N пре па-
ратів ре комбіна нтно го білка EMAP II за оптимізо-
ва ним про то ко лом. Основ ни ми ви мо га ми до зраз-
ків міче них білків для досліджень ме то да ми ЯМР-
спек трос копії є збе ре жен ня на тив ної кон фор мації
білка при ви со ких кон цен траціях (0,5–1,2 мМ) в
об’ємі, не мен шо му за 330 мкл, та стабільність пре -
па ра ту про тя гом 5–6 днів. Пре па ра ти білка не по-
винні місти ти па ра магнітних іонів та органічних
домішок.
275
БАКТЕРІАЛЬНА ЕКСПРЕСІЯ ТА МІЧЕННЯ ІЗОТОПАМИ 13C/15N ЦИТОКІНА EMAP II
Ре комбіна нтний білок EMAP IIf на N-кінці мі-
стить спе цифічну по слідовність дов жи ною 43 а. з.,
яка ко дується век то ром і вклю чає гек сагісти ди но ву 
по слідовність (His6-tag), що да ло змо гу от ри ма ти
ви со ко о чи щені пре па ра ти білка ме то дом афінної ме- 
тал-хе ла ту ю чої хро ма тог рафії. Відщеп лен ня His6-
tag по слідов ності ен те рокіна зою та на ступ не очи -
щен ня цільо во го білка доз во ли ли от ри ма ти ви со ко -
о чи ще ний пре па рат EMAP II. Аналіз пре па ратів
білка ЕМАР ІІ ме то дом гель-елек тро фо ре зу за де -
на ту ру ю чих умов по ка зав їхню ви со ку го мо ген-
ність і чис то ту (не мен ше 98 %) (рис. 2). Вихід білка 
ста но вив 8–10 мг із 200 мл сус пензії клітин Е. со li,
що є до сить ви со ким ви хо дом для цієї сис те ми
експресії (Novagen рЕT System Manual, 10th Edi-
tion). При цьо му білок є роз чин ним і не утво рює аг -
ре гатів. Знач ний вихід білка свідчить про відсут-
ність та ких про блем білко вої експресії, як ток сич-
ність для клітин Е. со li, не стабільність, не пра виль -
ний про це синг і не е фек тив на транс ляція білка.
Пре па ра ти ЕМАР ІІ в кон цен трації 0,3–0,5 мМ доб -
ре вит ри му ва ли інтен сив ний діаліз, який про во ди -
ли для ви лу чен ня іміда зо лу та органічних домішок
про ти 50 мМ на трій-фос фат но го бу фе ра (рН 8,0,
250 мМ NaCl, 10 мМ ДДТ), та под аль ше кон цен тру -
ван ня на мікро кон цен тра то рах.
Мас-спек три ре комбіна нтно го білка ЕМАР ІІ,
міче но го ізо то па ми 15N і 13C/15N, свідчать про ви со-
кий ступінь чис то ти пре па ратів та відповідність мо-
ле ку ляр них мас білків те о ре тич но роз ра хо ва ним
(рис. 3). Важ ли вим мо мен том у про це дурі ізо топ -
но го мічен ня білків є ступінь вклю чен ня ізо топів у
цільо вий білок для под аль шо го досліджен ня ме то -
да ми ЯМР-спек трос копії. Для виз на чен ня рівня
вклю чен ня ізо топів 13С та 15N про ве де но порівняль -
ний аналіз мо ле ку ляр них мас, от ри ма них ме то дом
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Рис. 2. Гель-елек тро фо рез (15 %-й ) подвійно міче но го ізо то па ми
13C/15N ЕМАР ІІ; а: 1 – білкові мар ке ри; 2 – лізат до індукції; 3 –
лізат після індукції; б: 1 – білкові мар ке ри; 2 – ре комбіна нтний
білок EMAP IIf; 3 – ре комбіна нтний білок EMAP II після про те -
олізу ен те рокіна зою та відщеп ле на His6-tag-послідов ность; в: 1 –
білкові мар ке ри; 2 – очи ще ний EMAP II з відщеп ле ною His6-tag-
послідовністю
100
0
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10000 14000 18000 22000 26000 10000 14000 18000 22000 26000
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а б
Рис. 3. Q-Tof мас-спек тро метрія EMAP 
II: а  – мас-спектр EMAP II, міче но го
ізо то пом 15N (мо ле ку ляр на маса ста но -
вить 18755,0 Да); б – мас-спектр EMAP 
II, подвійно міче но го ізо то па ми 13C та
15N (мо ле ку ляр на маса 19564,5 Да)
мас-спек тро метрії, для зразків ЕМАР ІІ та те о ре тич-
но роз ра хо ва них за до по мо гою веб-сер ве ра Isotopi-
dent (http://education.expasy.org/student_projects/ iso 
topident/htdocs/). По ка за но, що вклю чен ня ізо топів
13C/15N у пре па ра ти білків ста но вить більше 95 %.
Це по вністю відповідає ви мо гам до ме тодів ЯМР-
спек трос копії.
Отри ма но двомірні 1H/15N і 13C/15N-HSQC
ЯМР-спек три пре па ратів білка ЕМАР ІІ, міче них
об ома ізо то па ми 13С та 15N, у на трій-фос фат но му
бу фері, рН 8,0 (рис. 4). Аналіз одер жа них спектрів
ви я вив знач ну дис персію сиг налів як у спектрі 1H/
15N HSQC для сиг налів амідних груп поліпеп тид но -
го осто ва білка, так і в спектрі 13C/15N HSQC для сиг- 
налів бічних груп аміно кис лот них за лишків білка.
Отри мані дані ЯМР підтвер джу ють на явність три -
вимірної струк ту ри білка у вод но му роз чині. 
Вар то за зна чи ти, що спек три ЯМР ЕМАР ІІ за-
ли ша ють ся прак тич но не змінни ми при їхній реєст-
рації про тя гом 5–6 днів, що вка зує на стабільність
ізо топ но міче них пре па ратів білка. Це в при нципі
дає мож ливість для под аль шо го  відне сен ня сиг налів 
до окре мих груп у струк турі поліпеп тид но го лан цю -
га білка та на ступ ної ре ко нструкції  три вимірної
струк ту ри ЕМАР ІІ у вод но му роз чині.
Автори вис лов лю ють щи ру под я ку д-ру М. Дад-
ле су (ла бо ра торія мас-спек тро метрії, Інсти тут біо-
хімії і біофізи ки Польської Академії На ук) за до по -
мо гу у вимірю ванні мас-спектрів пре па ратів білків. 
Досліджен ня час тко во підтри мані гран том Польсь-
ко го Міністе рства на уки та ви щої освіти (грант
№ 301 07131/2159) та гран том № 34/11 цільо вої
ком плек сної міждис ципліна рної про гра ми НАН
Украї ни «Фун да мен тальні осно ви мо ле ку ляр них і
клітин них тех но логій». Дос туп до ЯМР-спек тро -
мет ра VNMRS 800 у Сло ве нсько му центрі ЯМР в
Національ но му Інсти туті хімії (м. Люб ля на, Сло ве-
нія) над а но в рам ках євро пе йсько го про ек та «East-
NMR FP7» (грант № 228461).
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Bacterial expression and 13C/15N isotopic labeling of EMA PII
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Summary
Aim. Bacterial expression and isotopic labeling of recombinant EMAP 
II in preparative scale with the aim to study its spatial structure by
NMR spectroscopy. Methods. The recombinant 15N, 13C/15N-labeled
EMAP II protein was expressed in Еscherichia соli BL21(DE3) pLysE
on M9 minimal medium and purified by metal-chelated chromato-
graphy on Ni-NTA agarose. Quality of obtained for NMR studies 15N
and 15N/13C-double labeled EMAP II was confirmed by mass spectro-
scopy and used for preparation of NMR samples. Results. The pre-
parations of 15N and 15N/13C double labelled EMAP II were obtained.
The recorded NMR spectra of EMAP II were analyzed. Conclusions.
Dispersion of NMR signals in two-dimensional 1H/15N and 13C/15N-
HSQC spectra confirm the presence of compact three-dimensional
structure of the protein. The NMR samples were stable at least for 5–6
days at chosen conditions. These results will be used as a starting point 
for determination of high resolution three-dimensional structure of
recombinant EMAP II cytokine in solution by NMR spectroscopy.
Keywords: cytokine, EMAP II, isotopic labeling, mass
spectroscopy, NMR spectroscopy, two-dimensional spectra.
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Рис. 4. Двомірні ЯМР спек три ре ком-
біна нтно го білка ЕМАР ІІ у роз чині, за -
пи сані на час тоті 800 Мгц на ЯМР-
спек тро метрі Varian VNMRS 800, кон -
цен трація білка ста но вить 0,7 мМ: а –
спектр 1H/15N HSQC ЕМАР ІІ, який реє-
струє сиг на ли амідних груп поліпеп тид- 
ного осто ва білка; б – спектр 13C/15N
HSQC ЕМАР ІІ, що реєструє сиг на ли
бічних груп аміно кис лот них за лишків
білка
278
ЛОЖКО Д. М., ЖУКОВ I. Ю., КОРНЕЛЮК О.  І.
Д. Н. Лож ко, И. Ю. Жу ков, А. И. Кор не люк
Бак те ри аль ная экс прес сия и ме че ние изо то па ми 
13С/15N ци то ки на EMAP II для струк тур ных ис сле до ва ний 
ме то дом ЯМР-спек трос ко пии
Ре зю ме
Цель. По лу че ние ре ком би нан тно го ци то ки на EMAP II в пре па ра -
тив ных ко ли чес твах с ис поль зо ва ни ем бак те ри аль ной экс прес -
сии и его изо топ ное ме че ние для ис сле до ва ния про стра нствен ной 
струк ту ры ме то да ми муль ти мер ной ЯМР-спек трос ко пии. Ме -
то ды. EMAP II экс прес си ро ван в клет ках Еscherichia соli BL21
(DE3)pLysE на ми ни маль ной сре де с ме че ни ем изо то па ми 13C и
15N, а так же очи щен ме то дом ме талл-хе ла ти ру ю щей хро ма то-
гра фии на Ni-NTA-ага ро зе. Для про вер ки мас сы и чис то ты ме че -
ных ре ком би нан тных бел ков при ме нен ме тод масс-спек тро мет -
рии. По лу че ны двух мер ные ЯМР-спек тры ре ком би нан тно го ци-
то ки на EMAP II в рас тво ре. Ре зуль та ты. Вы де ле ны пре па ра ты
ре ком би нан тно го бел ка EMAP II, ме чен ные изо то па ми 13C и 15N,
ко то рые ис сле до ва ли ме то дом двух мер ной ЯМР-спек трос ко пии.
Вы во ды. Дис пер сия сиг на лов ЯМР в спек трах 1H/15N и 13C/15N-
HSQC под твер жда ет на ли чие ком пак тной трех мер ной струк-
туры бел ка. Изо топ но ме чен ные пре па ра ты EMAP II со хра ня ют
ста биль ность на про тя же нии 5–6 дней, что дает воз мож ность
даль ней ше го опре де ле ния про стра нствен ной струк ту ры бел ка в
рас тво ре ме то дом ЯМР-спек трос ко пии.
Клю че вые сло ва: ци то кин, EMAP II, изо топ ное ме че ние, масс-
спек тро мет рия, ЯМР-спек трос ко пия, двух мер ные спек тры.
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